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六味地黄丸组方对前交叉韧带损伤患者 TGF-茁1、BMP-2基因表达
及术后功能康复的影响 *
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（广州中医药大学第二附属医院 /广东省中医院珠海医院骨一科 广东珠海 519000）

摘要 目的：探讨六味地黄丸组方对前交叉韧带损伤（ACL）损伤患者 ACL组织转化生长因子 -茁1（TGF-茁1）、骨形态发生蛋白 -2

（BMP-2）基因表达及 ACL重建术后功能康复的影响。方法：选取 2021年 1月 -2021年 9月期间在广东省中医院珠海医院骨一科

住院的拟行膝关节镜下 ACL重建术治疗的 ACL损伤患者 60例，按随机数字表法分为观察组和对照组，每组 30例。观察组术前

2周开始口服六味地黄丸组方，且术后继续服用六味地黄丸组方至少 1月，对照组不予服用药物。术中采集患者损伤之前交叉韧

带组织，实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测韧带组织的 TGF-茁1和 BMP-2基因表达，并对患者进行 IKDC评分、Lysholm评分以

及安全性评价。结果：观察组 TGF-茁1基因表达高于对照组，差异有统计学意义（P＜0.05）。两组术前 IKDC评分和 Lysholm评分

比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。两组 IKDC评分和 Lysholm评分与治疗时间之间有显著性交互效应（均 P＜0.01），两组

IKDC评分和 Lysholm评分总体均值有显著性差异（均 P＜0.01）。两组术后 1周 -术后 1月，术后 1月 -术后 3月 IKDC评分和

Lysholm评分有显著性差异（均 P=0.000）；与对照组比较，治疗组术后 1月、术后 3月 IKDC评分和 Lysholm评分有显著性差异

（均 P=0.000）。两组患者在治疗期间均未发生不良事件。结论：六味地黄丸组方可提高 ACL损伤患者腱骨界面处 ACL组织 TGF-茁1
基因表达，促进 ACL重建术后关节功能康复。
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Effects of Liuwei Dihuang Pills Prescription on TGF-茁1, BMP-2 Gene
Expression and Postoperative Functional Rehabilitation in Patients with

Anterior Cruciate Ligament Injury*

To investigate the effect of Liuwei Dihuang Pill Prescription on transforming growth factor-茁1(TGF-茁1)
and bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) gene expression in ACL tissue and functional recovery rehabilitation after ACL reconstruc-

tion in patients with anterior cruciate ligament(ACL)injury. A total of 60 patients with ACL injury who were hospitalized in the

First Department of Orthopedics, Zhuhai Hospital of Guangdong Province Traditional Chinese Medical Hospital from January 2021 to

September 2021 and were to undergo knee arthroscopy with ACL reconstruction were selected and divided into observation group and

control group by random number table method, 30 cases in each group. The observation group started to take Liuwei Dihuang Pill Pre-

scription 2 weeks before operation, and continued to take Liuwei Dihuang Pill Prescription for at least 1 month after the operation, while

the control group did not take drugs. The cruciate ligament tissue before the injury was collected during the operation, and the gene ex-

pression of TGF-茁1 and BMP-2 in the ligament tissue was detected by real-time fluorescence quantitative PCR (RT-qPCR). The

expression of TGF-茁1 gene in the observation group was higher than that in the control group, and the difference was statistically signifi-
cant (P<0.05). There was no significant difference in preoperative IKDC score and Lysholm score between the two groups (all P>0.05).
There was a significant interaction effect between the two groups of IKDC score and Lysholm score and treatment time (all P<0.01), and
there was a significant difference in the overall mean of IKDC score and Lysholm score between the two groups (all P<0.01). There were
significant differences in IKDC score and Lysholm score between the two groups from 1 week to 1 month after operation, and from 1

month to 3 months after operation (all P=0.000). Compared with the control group, there were significant differences in the IKDC score

and Lysholm score of the treatment group at 1 month and 3 months after the operation (all P=0.000). No adverse events occurred in the
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two groups of patients during the treatment period. Liuwei Dihuang Pills Prescription can increase the expression of TGF-茁1
gene in ACL tissue at the tendon-bone interface of patients with ACL injury,and promote joint functional recovery after ACL reconstruc-

tion.

Liuwei Dihuang Pill Prescription; Anterior cruciate ligament injury; TGF-茁1; BMP-2; Anterior Cruciate Ligament Re-

construction; Functional rehabilitation

前言

关节镜下前交叉韧带（Anterior Cruciate Ligament, ACL）重

建术是目前治疗 ACL损伤的主要治疗手段 [1]。虽然文献报道

ACL重建的成功率为 69%-95%[2]，但只有不足 50％患者术后

膝关节活动度可恢复至术前水平[3]。腱骨愈合是影响术后疗效

最主要的生物学因素。虽然 ACL重建术可以恢复腱骨连接，但

由于肌腱与骨髓道连接处腱骨界面的生物结构复杂，容易发生

腱骨愈合不良或不愈合。因此，如何促进 ACL重建术后腱骨愈

合，是目前运动医学研究的热点[4]。随着研究的不断深入，越来

越多促进腱骨愈合的方法被发现和认可，应用以转化生长因子

-茁（Transforming Growth Factor, TGF-茁）、骨形态发生蛋白 -2

（Bone Morphogenetic Protein, BMP-2）为主的生长因子是其中

一种方法[5]。有研究表明滋阴补肾中药六味地黄丸可促进 ACL

重建术后腱骨愈合，并改善术后组 Lysholm客观评分及 IKDC

主观评分[6]，也有文献表明该药可提高人体内骨组织 TGF-茁1、

BMP-2水平[7]。在既往研究基础上，本研究进一步探讨滋阴补

肾中药六味地黄丸组方对 ACL损伤患者 ACL组织 TGF-茁1、
BMP-2基因表达及ACL重建术后功能康复的影响，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选取 2021年 1月 -2021年 9月期间在广东省中医院珠海

医院骨一科住院的拟行膝关节镜下 ACL重建术治疗的中医辨

证为平和体质或阴虚体质的的 ACL损伤患者。所有病例均为

诊断明确的单纯 ACL损伤的患者，或者 ACL损伤合并半月板

损伤，且不合并其他韧带损伤的患者，查体有明确的前抽屉试

验阳性，MRI检查结果证实有 ACL损伤，并在术中明确为 A-

CL损伤的患者。共纳入 60例患者为研究对象，把研究对象按随

机数字表法随机分为观察组和对照组，每组 30例，两组患者基

线资料比较差异无统计学意义（P＞0.05），具有可比性，见表 1。

表 1 两组患者基线情况比较

Table 1 Comparison of baseline conditions between the two groups

Groups Gender (Male/female) Affected side (left/right) Age (years) Course of disease (months)

Control group(n=30) 3/27 14/16 27.87± 5.93 3.61± 6.12

Observation group(n=30) 5/25 14/16 28.70± 5.62 4.13± 10.96

T value 0.577 0.000 -0.559 -0.224

P value 0.448 1.000 0.579 0.823

1.2 治疗方法

观察组术前 2周开始口服六味地黄丸组方的汤剂（广东省

中医院珠海医院药房提供，组方：熟地黄 20克，山茱萸 15克，

山药 15克，泽泻 10克，茯苓 10克，牡丹皮 10克，水煎服），每

日 1剂，术后继续服用汤剂 1月。对照组不服用药物。两组均按

照科室制定的康复方案进行康复训练。

1.3 手术取材

每一位研究对象在手术前均签署知情同意书。手术麻醉，

术区消毒铺巾后，在膝关节镜下采集损伤之腱骨界面处 ACL

组织，大小至少 2 mm× 2 mm× 2 mm，用无菌标本袋包裹，尽快

转移至 -80℃冰箱，待样收集完成后进行一次性检测。

1.4 实验材料及方法

1.4.1 实验仪器 QuantStudio5 Real-time PCR System (Ap-

plied Biosystems)；Gene Amp PCR System 9700（Applied Biosys-

tems）。

1.4.2 实验试剂 RNA酶抑制剂（Epicentre）；SuperScriptTM

III Reverse Transcriptase（Invitrogen）；2X PCR master mix（Ar-

raystar）；2.5 mM dNTP混合液（dATP，dGTP，dCTP和 dTTP各

2.5 mM）（HyTest Ltd）；Primer（英骏生物技术有限公司）。

1.4.3 实验方法 采用 TRI Reagent、氯仿等试剂提取两组 A-

CL组织的 RNA，用 NanoDrop誖 ND-1000测定 RNA的浓度和

纯度，使用样品的 RNA进行 cDNA合成，制备用于绘制标准曲

线的梯度稀释 DNA模板，采用 Primer5.0生物软件进行基因引

物设计，设计的引物信息如表 2所示。将所有 cDNA样品分别

配置 Realtime PCR反应体系，加样后置于 Realtime PCR仪上

进行 PCR反应。所有的指标均按以下程序进行：95℃，10 min；

40个 PCR循环（95℃，10秒；60℃，60秒（收集荧光））。为了建

立 PCR产物的熔解曲线，扩增反应结束后，按（95℃，10 秒；

60℃，60秒；95℃，15秒）；并从 60℃缓慢加热到 99℃(仪器自

动进行 -Ramp Rate为 0.05℃/秒）。各样品的目的基因和管家

基因分别进行 Realtime PCR反应，根据绘制的梯度稀释 DNA

标准曲线，各样品目的基因和管家基因的浓度结果直接由机器

生成。
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1.5 临床观察指标

1.5.1 IKDC评分 由疼痛、肿胀、交锁、打软腿、活动程度、主

观功能项目共 6项问题组成，总分值为 0-100分，总分值越高

评价越好。评估时间为术前、术后 2周、1月、3月[8,9]。

1.5.2 Lysholm评分 由疼痛、不安定度、闭锁感、肿胀度、跛

行、楼梯攀爬、蹲姿、使用支撑物共 8 项问题组成，总分值为

0-100分，总分值越高评价越好。评估时间为术前、术后 2周、1

月、3月[10]。

1.5.3 安全性评估 评估两组患者术后康复过程中不良事件

发生情况，观察指标包括深静脉血栓形成以及关节感染的发生

情况，一旦可疑发生上述两种不良事件，即刻终止试验，完善相

关检查并及时给予处理。

1.6 统计学处理

用 SPSS 22.0软件进行统计分析。计量资料符合正态分布

以（x± s）表示，计数资料以频数（f）表示，两组间均值比较，符合
正态分布的先进行方齐性 F检验，若方差齐采用 t检验，若方

差不齐采用 t′ 检验；不符合正态分布的采用 Mann-Whitney U

检验进行比较。多次重复测量计量资料比较采用重复测定方差

分析，先进行 Mauchly's W球形方差齐性检验，若方差不齐采

用 Greenhouse-Geisser检验进行主体内效应分析及主体间效应

分析，再采用 Boferrioni检验进行组间总体均值比较。两组间计

数资料比较采用Mann-Whitney U检验。检验水准为 琢=0.05。

2 结果

2.1 两组 ACL组织 RT-qPCR检测结果比较

观察组 TGF-茁1基因表达高于对照组，差异有统计学意义
（P＜0.05）。两组 BMP-2基因表达比较差异无统计学意义（P＞
0.05），见表 3。TGF-茁1和 BMP-2扩增曲线见图 1、图 2。

表 2 引物信息

Table 2 Primer information

Gene Primer sequences Annealing temperature(℃) Product length(bp)

茁-actin（H）
F:5' GTGGCCGAGGACTTTGATTG 3'

60 73
R:5' CCTGTAACAACGCATCTCATATT 3'

BMP-2
F:5' CGTGCTTCTTAGACGGACTG3'

60 77
R:5' GCAGCAACGCTAGAAGACA3'

TGF-茁1
F:5' CCGACTACTACGCCAAGGA3'

60 247
R:5' CTGAGGTATCGCCAGGAAT3'

表 3 两组 ACL组织 TGF-茁1和 BMP-2基因表达(x± s)
Table 3 Expression of TGF-茁1 and BMP-2 genes in ACL tissues of two groups(x± s)

Groups TGF-茁1 BMP-2

Control group(n=30) 0.06± 0.05 0.11± 0.14

Observation group(n=30) 0.09± 0.06 0.13± 0.12

T value -2.092 -0.520

P value 0.041 0.605

2.2 两组 IKDC评分比较

两组术前 IKDC评分比较差异无统计学意义（P＞0.05）。

经重复测量方差分析，方差不齐（Mauchly's W=0.312，P=0.

000），固采用 Greenhouse-Geisser检验进行组内效应（主体内效

应）分析，两组 IKDC评分与治疗时间之间有显著性交互效应

（F=7.691，P=0.005），组间效应（主体间效应的检验）分析，两组

图 1 TGF-茁1扩增曲线
Fig.1 Amplification curve of TGF-茁1

图 2 BMP-2扩增曲线

Fig.2 Amplification curve of BMP-2
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IKDC评分总体均值有显著性差异（F=16.778，P=0.000）。多重
比较，两组术后 1周 -术后 1月，术后 1月 -术后 3月 IKDC评

分有显著性差异（P=0.000）；与对照组比较，治疗组术后 1月、

术后 3月 IKDC评分有显著性差异（P=0.000），见表 4。

Note:Population mean compared with the control group, *P＜0.05. Compared with 1 week after operation, ① P＜0.05. Compared with 1 month after

operation, ② P＜0.05. Compared with the control group, ③ ④ P＜0.01.

表 4 两组 IKDC评分比较(x± s)
Table 4 Comparison of IKDC scores between the two groups (x± s)

Groups
IKDC scores

Before operation 1 week after operation 1 month after operation 3 months after operation

Control group(n=30) 20.27± 3.89 18.45± 2.47 24.10± 2.45① 52.47± 4.16①

Observation group(n=30)* 20.60± 4.04 19.07± 2.10 26.53± 2.32① ③ 56.73± 4.40① ③

T value -0.325 -0.844 -3.950 -3.859

P value 0.746 0.402 0.000 0.000

2.3 两组 Lysholm评分比较

两组术前 Lysholm 评分比较差异无统计学意义（P＞
0.05）。经重复测量方差分析，方差不齐（Mauchly's W=0.831，

P=0.005），固采用 Greenhouse-Geisser检验进行组内效应（主体

内效应）分析，两组 Lysholm评分与治疗时间之间有显著性交

互效应（F=10.398，P=0.000），组间效应（主体间效应的检验）分

析，两组 Lysholm评分总体均值有显著性差异（F=40.096，P=0.
000）。多重比较，两组术后 1周 -术后 1月，术后 1月 -术后 3

月 Lysholm评分有显著性差异（P=0.000）；与对照组比较，治疗
组术后 1月、术后 3月 Lysholm评分有显著性差异（P=0.000），
见表 5。

Note: Population mean compared with the control group, *P＜0.05. Compared with 1 week after operation, ① P＜0.05. Compared with 1 month after

operation, ② P＜0.05. Compared with the control group, ③ ④ P＜0.01.

表 5 两组 Lysholm评分比较(x± s)
Table 5 Comparison of Lysholm scores between the two groups (x± s)

Groups
Lysholm scores

Before operation 1 week after operation 1 month after operation 3 months after operation

Control group(n=30) 43.50± 3.54 41.33± 3.21 49.03± 3.28① 63.97± 3.91②

Observation group(n=30)* 42.77± 3.40 42.73± 3.11 52.97± 3.61① ③ 70.50± 3.77② ④

T value 0.818 -1.717 -4.423 -6.592

P value 0.417 0.091 0.000 0.000

2.4 安全性评估

两组患者在治疗期间均未发生不良事件。

3 讨论

交叉韧带重建术后腱骨愈合是一个复杂且缓慢的过程。移

植的肌腱与骨面接触形成腱骨界面，然后逐渐建立起稳定的腱

骨关联，这个过程约需要 1年时间[11]。其中，约在术后 2周后，

由于骨道内组织缺损，而移植物因缺乏血供而开始坏死，是腱

骨界面结合最脆弱的时期；约在肌腱移植后 1月时，移植物完

全坏死，是移植物最脆弱的时期，也是交叉韧带重建术后失效

的最危险的时期，但在这段时间会同时伴随着骨道内新生骨成

形、移植物新生血管长入等变化，研究表明新生骨成形与新生

血管对腱骨愈合有中重要影响，新生血管形成一直被认为是腱

骨愈合的基础，充分的血供一方面能将血液中的大量间充质干

细胞带入腱骨界面，促进内源性骨形成蛋白的分泌和成骨诱

导，另一方面也为新骨和胶原纤维生成提供所需的细胞因子和

营养物质，最终促进了新骨和胶原纤维的大量生成与成熟[12-14]，

Ntoulia A等[15]证实血管化程度的提高能够显著提升腱骨界面

间组织愈合程度和生物力学性能。此外，骨形成也被认为是腱

骨愈合的重要生物基础，彭时雨[16]认为 ACL重建术后腱骨愈

合主要分为三个过程，即腱骨界面形成纤维组织连接、新骨形

成并向肌腱内长入和局部塑型改造，其中腱骨界面骨形成的过

程与骨折术后骨折的愈合过程有一定的相似性，促进新生骨形

成有助于促进腱骨界面愈合。

腱骨愈合受到多种因素影响，其中增强相关生长因子活

性、加入自体骨膜、运用中药治疗等措施可加快腱骨愈合[17-19]。

生长因子是一类具有促进细胞分化与成熟、促进新生血管形成

等作用的细胞因子，其中 TGF-茁1、BMP-2被证实具有诱导、调

节骨生成能力，同时在腱骨愈合及肌腱修复过程中起到积极作

用，因此受到了研究者较多的关注[20,21]。Wang R等[22]进行新西

兰兔动物实验，发现应用上调 TGF-茁表达的骨髓间充质干细
胞可通过 TGF-茁/MAPK信号通路促进 ACL重建术后腱骨愈
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合。Yamazaki S等[23]研究表明 ACL重建后在骨隧道口加入外

源性 TGF-茁1，术后 3周即可发现腱骨连接处有更高的强度，并

认为其效果可能是依靠促进胶原纤维和新骨形成来实现。Lee

KW等[24]利用含有重组人 BMP-2的胶原蛋白凝胶注入兔腱骨

界面，术后第 6周组织学观察即可发现腱骨界面处有纤维软骨

与新骨形成，影像学可发现有斑点样钙化及纤维组织产生。

Chen B等[25]使用 bFGF/BMP2转基因的骨髓间冲质干细胞可

促进 ACL重建术后腱骨愈合。此外，Tachi K等 [26] 研究表明

TGF-茁1可促进 BMP-2诱导的异位骨化，调节成骨细胞与破骨

细胞之间的代谢，说明 TGF-茁与 BMP信号在成骨分化过程中

能相互作用。因此，应用生长因子 TGF-茁、BMP-2可有效促进

腱骨愈合，目前最常见的方法是在腱骨界面注入外源性生长因

子，然而通过调节体内内源性生长因子的研究尚少有报道。本

研究纳入 ACL损伤患者，观察其术前服用六味地黄丸组方后，

术中取出的腱骨界面处 ACL组织处内源性生长因子 TGF-茁1、
BMP-2水平。结果表明，术前服用中药 2周即可有效提高 ACL

组织 TGF-茁1基因表达水平，这为 ACL重建术后腱骨愈合提

供了良好的条件，然而术前服用中药 2 周对于 ACL 组织

BMP-2基因表达无影响，这可能与术前服药时长较短有关，因

此需要完善方案设计，延长术前服药时间后进一步观察。

祖国医学认为肾主骨、生髓，创伤导致骨损筋伤，手术导致

精血耗损。创伤及手术后的筋骨修复主要依赖于肾主骨、生髓

的作用，修复过程多耗损肾精，若肾精不足，则骨骼、筋脉无以

濡养，腱骨愈合将受到影响。六味地黄丸组方由熟地黄、山药、

山茱萸、牡丹皮、茯苓、泽泻六味中药组成，具有滋阴补肾的作

用[27]，最早见于自钱乙的《小儿药证直诀》，在骨伤科临床应用

方面，多用于改善骨质疏松骨代谢[28,29]、促进骨折愈合[7,30]等方

面。既往动物实验研究表明，六味地黄丸在改善兔 ACL重建术

后腱骨愈合组织学及生物力学方面都具有良好的效果[31,32]。本

研究结果表明六味地黄丸化裁方可有效提高腱骨界面处交叉

韧带组织内源性 TGF-茁1基因表达水平，这可能是该药促进 A-

CL重建术后腱骨愈合的分子生物学基础。

此外，腱骨愈合是影响 ACL重建术后的疗效的最主要的

生物学因素，既往已有研究表明六味地黄丸对 ACL重建后腱

骨愈合具有促进作用，可增强移植物在关节内的再生能力，并

可提高术后组远期 Lysholm客观评分及 IKDC主观评分[6]。本

研究结果也表明六味地黄丸组方可改善术后近期 Lysholm客

观评分及 IKDC主观评分，并可改善关节活动度，这与以往研

究结论相符，围手术期全程服用六味地黄丸组方能有效促进腱

骨愈合，改善术后功能康复。

综上所述，本研究以中医 "肾主骨生髓 "为理论指导，研

究六味地黄丸组方对 ACL重建术后腱骨愈合的影响，研究结

果表明六味地黄丸组方可提高 ACL损伤患者腱骨界面处 ACL

组织 TGF-茁1基因表达，促进 ACL重建术后关节功能康复。
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